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using  a  gene  specific  primer  pair  containing  unique  restriction  sites  (bold)  and  a  Kozak 
sequence (underlined) as follows: ‐ forward (KpnI) 5'GGTACCAGATCTGCCACCATGGCGATG‐
AGCAGCGG3'   and  reverse  (HindIII)  5'AAGCTTTTAATTTAAGGAATGTGAGCACC3'.  The 
resulting PCR products were gel purified, ligated into pGEM‐Teasy (Promega, Madison, WI) 
and sequence verified. For subcloning, the SMN cDNA fragment was released by restriction 




some  modifications  (Boulos  et  al.,  2006).  Briefly,  pShuttle  plasmid  DNA 6 
 
(pRSV:SMN1/CMV:GFP) was linearized by PmeI digestion and introduced, by electroporation 




2  flasks  were  transfected  with  3  μg  of  PacI  linearized  recombinant 
plasmid DNA using Lipofectamine2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA).  Following the appearance 
of viral plaques (5‐10 days), culture lysates were used for viral amplification in HEK293 cells. 




an  adenovirus  expressing  only  green  fluorescent  protein  (GFP;  AdRSV:Empty:CMV:GFP; 






2001).  Briefly,  cortical  tissue  from  E18  to  E19  Sprague‐Dawley  rats  were  dissociated  in 
Dulbecco’s  Modified  Eagle  Medium  (DMEM;  Invitrogen)  supplemented  with  1.3  mM  L‐
cysteine,  0.9  mM  NaHCO3,  10  U/ml  papain  (Sigma,  St.  Louis,  MO)  and  50  U/ml  DNaseI 
(Sigma) and washed in cold DMEM/10% horse serum. Culture 96‐well plates were coated 
with  poly‐D‐Lysine  (50 μ g/ml;  70‐150K;  Sigma)  and  incubated  overnight  at  room 7 
 
temperature.  The  poly‐D‐Lysine  was  removed  and  replaced  with  Neurobasal  Media 










































GFP  reporter  expression  was  routinely  assessed  by  fluorescent  imaging  (Olympus  IX70; 




















SH‐SY5Y  cultures  exposed  to  270  µM  H2O2,  cell  viability  was  decreased  by ≈ 50%. 





cultures  were  treated  with  a  selective  phosphatidylinositol‐3  kinase  (PI3)  inhibitor, 


















red  formazan  product  (detected  spectrophotometrically  at  490nm),  was  performed 







electrophoresis  (SDS‐PAGE),  using  pre‐cast  Bis‐Tris  gels  (Invitrogen).  For  western  blot 
analysis,  proteins  separated  by  SDS‐PAGE  were  transferred  to  PVDF  membranes.  
Membranes  were  briefly  washed  in  PBS,  blocked  in  PBS‐Tween  20  (0.1%)  containing 11 
 
ovalbumin (1 mg/ml) for 1 hour and incubated in primary antibodies (Bcl‐xL: 1:2000, BD 
Biosciences;  SMN:  1:2500,  Santa  Cruz  Biotechnology;  Caspase‐3:  1:2000,  Santa  Cruz 
Biotechnology; α‐fodrin: 1:600, MP Biomedicals, Solon, OH) diluted in PBS‐T (0.1%) plus 
ovalbumin  (1  mg/ml)  overnight  at  4°C  with  gentle  rocking.  For  protein  detection, 
membranes  were  washed  in  PBS‐T  (0.1%),  incubated  with  a  HRP  complexed  secondary 































AdRSV:SMN  mediated  over‐expression  of  SMN  in  rat  primary  cortical  neurons  did  not 

































pro‐apoptotic  p29  subunit  (29kDa;  McGinnis  et  al.,  1999;  Wolf  et  al.,  1999).  Western 14 
 
analysis of caspase‐3 protein from differentiated SH‐SY5Y cells transduced with AdRSV:SMN 
showed  no  detectable  caspase‐3  p29  subunit,  unlike  AdRSV:Bcl‐xL  and  AdRSV:Empty 
transduced SH‐SY5Y cells (Fig 9).  
 
Western  analysis  of  SH‐SY5Y  cells  2  hours  post  LY294002  exposure,  revealed  that 







In  SMA,  a  significant  number  of  motor  neurons  in  the  spinal  cord  die  by  a  process 






protein  over‐expression  reduces  caspase‐3  activation  by  preventing  calpain  mediated 
cleavage  of  the  caspase‐3  prodomain  (Wolf  et  al.,  1999).  Our  data  thus  supports  and 





its  prodomain  (3KDa)  resulting  in  a  29KDa  subunit  (p29)  and  subsequent  spontaneous 





















neuroprotective.  This  study  also  supports  findings  by  others  that  SMN  protein  over‐









suggesting  it  exerts  its  anti‐apoptotic  function  through  a  different  mechanism  to  SMN. 
Curiously, Bcl‐xL over‐expression can increase lifespan, improve motor function and reduce 
motor neuron degeneration in SMA mice (Tsai et al., 2008). Thus, our results suggest that 
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AdRSV:Empty  and  AdRSV:Bcl‐xL,  B:  Western  blot  analysis  of  protein  extracted  from 





protein  detected  in  AdRSV:SMN  transduced  SMA  patient  fibroblasts,  C:  GFP  reporter 
expression  in  AdRSV:SMN  transduced  SMA  I  patient  fibroblasts,  D:  Merged  image 
overlapping GFP reporter expression and SMN localisation.   
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